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論文内容の要旨
〈目的〉
HGF (hepatocyte growth factor) は癌一間質相互作用のメディエーターとして様々な癌の浸潤・転移を強力に促
すことが知られている。これに基づき NK4 は当初 HGF ならびに c-Met/HGF レセプターを介した癌の浸潤・転移を
阻止すべく HGF アンタゴニストとして見出された分子であり、 N 末端へアピンドメインならびに 4個のクリングル
ドメインからなる HGF の分子内断片に相当する。その後、 NK4 は HGF アンタゴニスト作用とは独立に血管新生阻
害作用をも有する 2機能性分子であることが明らかにされ、生物活性の上からも強し、制癌分子となることが期待され
る。本研究は大腸癌肝転移モデ、ルを用いて、 NK4 遺伝子治療の制癌作用を明らかにすることを目的とした。
〈方法ならびに成績〉
肝転移をきたす大腸癌細胞として MC-38 マウス大腸癌細胞を用いた。 MC-38 細胞に対する HGF の作用を調べた
結果、 HGF は MC-38 細胞の増殖・アポトーシスには無効である一方、 MC-38 細胞における c-Met/HGF レセプター
のチロシンリン酸化を誘導するとともに in vitro 基底膜浸潤を強力に促進した。これに対して、 NK4 はこれら HGF
によって誘導される c-Met レセプターのチロシンリン酸化ならびに癌細胞浸潤をほぼ完全に阻害した。
次に NK4 遺伝子の生体内発現を行うため、ヒト NK4 遺伝子発現用プラスミドを hydrodynamics 法によってマウ
ス尾静脈から投与した。その結果、投与 1 日後をピークとして肝臓において高い NK4 発現が認められるとともに、
血中 NK4 レベルは 2 週間後においても 8 ng/ml に維持された。そこで、 hydrodynamics 法によりプラスミドを投与
1 日後、 MC-38 マウス大腸癌細胞を牌臓内に移植し、 3 週間後に肝転移、肝組織内での浸潤性成長を解析した。 Empty
プラスミドを投与したコントロールのマウスにおいては、多数の肝転移結節が観察されたのに対して、肝転移結節数
は NK4 遺伝子発現によってコントロールの 26.6%に抑制された。また、肝転移巣のサイズ(成長)は NK4 遺伝子
発現によって 15.6%に強く抑制された。このとき腫蕩組織内の血管を解析した結果、腫蕩血管密度は NK4 遺伝子発
現によってコントロールの 43.8%に阻害されるとともに、癌細胞のアポトーシスは 2.0 倍に増加していた。したがっ
て、 NK4 は腫蕩血管新生阻害を介して肝臓での転移腫療の成長を抑制したと考えられる。一方、肝転移巣を含め HGF
の発現を免疫組織染色によって調べた結果、癌細胞においては HGF の発現は認められないものの、肝類洞に沿う肝
非実質細胞において強い発現が認められた。このとき、コントロールのマウスではとりわけ転移巣辺縁部で
c-Met/HGF レセプターの insitu チロシンリン酸化と一致して活発な癌細胞浸潤が認められたことから、 HGF をメデ
イエーターとする癌一間質相互作用を介して癌細胞が活発に浸潤していることが示唆された。実際に、c-Met の Ùls咜u 
チロシンリン酸化ならびに癌細胞浸潤は NK4 遺伝子発現により強力に阻害された。さらに、マウスの生存率に対す
る NK4 遺伝子発現の影響を調べた結果、 NK4 発現プラスミドの投与容量に応じて大腸癌を移植したマウスの延命効
果が認められた。
〈総括)
NK4 は大腸癌細胞の肝臓への colony 形成、それに続く転移先での血管新生に依存した転移巣の成長、さらに肝組
織内での浸潤を強力に阻害し、これらを介して延命作用を発揮することを明らかにした。したがって、 NK4 は血管新
生阻害、ならびに HGF antagonist の二つの生物活性を介して強力な制癌作用を示したと考えられる。大腸癌はとり
わけ欧米では major cancer の一つであり、その大半は肝臓に転移した癌によって命を落とす。したがって、 NK4 遺
伝子治療法は大腸癌の肝転移ならびに浸潤性成長を阻害する有効な制癌法になることが期待される。
論文審査の結果の要旨
NK4 は HGFアンタゴニスト作用ならびに血管新生阻害作用を有する 2機能性分子として申請者の教室で発見され
た分子である。本論文ではマウス大腸癌細胞の肝転移モデ、ルを用いて、ハイドロダイナミクス法による NK4 遺伝子
治療によって大腸癌細胞の肝転移、腫蕩血管新生に依存した転移巣の浸潤性成長が強く抑制され、これによってマウ
スの延命がもたらされることが初めて明らかにされた。本論文は naked プラスミドを使用した NK4 遺伝子治療の制
癌作用を初めて示すとともに、 NK4 による大腸癌の肝転移・浸潤性成長の抑制が NK4 のもつ 2機能性によることを
綿密かつ的確な実験手法を使用して明確に示した点で、高く評価できる論文である。ま見、とりわけ欧米では大腸癌は
主要な癌であり大腸癌の患者の多くは肝転移によって死亡する。本論文は NK4 が大腸癌の肝転移ならびに転移巣の
浸潤性成長を同時に阻止する制癌法として有用であることを示し、新しい癌治療法の確立につながる研究成果である
点も高く評価できる。以上、本論文は博士(医学)の学位授与に値するものである。
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